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論文内容の要旨
すべての細胞は富栄養条件では増殖し，貧栄養では増
殖を停止する。その制御のほとんどは増殖の第一段階で
ある DNA複製に集約され，栄養が枯渇すると DNA複
製を停止し，結果として細胞増殖を停止させる。DNA
複製は細胞増殖において必須のプロセスであり，細胞分
裂に先立って行われる。また，子孫へ遺伝情報を受け継
ぐためにも欠かせないプロセスである。原核生物はイニ
シエータータンパク質 DnaAが複製開始を，1細胞周期
あたり 1回と厳密に制御していることが知られている。
複製開始点（oriC）近傍の DnaA-box に DnaA が結合
し，DNAの二本鎖を解離することで複製を開始する機
構はほとんどの原核生物で共通である。そのためこれら
の生物において dnaA遺伝子が必須であることも周知の
事実である。また DNA複製は，ゲノムの構造にも大き
く影響していることが近年分かってきた。G−C/G＋C
で表される GC skewはゲノムの変異バイアスを示して
おり，複製開始点と終結点の領域でシフトすることが知
られている。これは複製時にリーディング鎖とラギング
鎖との変異バイアスの違いによって生じると考えられて
いる。したがって，多くのバクテリアにおいて GC
skewから複製開始点を容易に予測することができる。
シアノバクテリアはラン藻とも呼ばれ，酸素発生型の
光合成を行う原核生物であり，葉緑体の祖先生物と考え
られている。光合成により増殖に必要なエネルギーを獲
得しているため，暗所では増殖しない。しかしながら，
細胞が光合成の能否を感知し，どのように細胞増殖制御
を行っているかは分かっていない。また，シアノバクテ
リアにおいても過去に GC skewによる複製開始点の予
測が行われたが，規則性がなく予測困難であった。さら
に生育に dnaA遺伝子が必須ではないシアノバクテリア
の報告や，dnaA遺伝子がすでにトランスポゾンの転移
により破壊されているシアノバクテリアなどが見つかっ
ているため，DnaAに依存しない特有の複製開始機構が
存在する可能性も示唆されてきた。このようにシアノバ
クテリアの複製開始機構には多くの謎が残されている。
本研究では系統的に異なる 3種のシアノバクテリア
Synechococcus elongatus PCC 7942，Synechocystis sp.
PCC 6803と Anabaena PCC 7120を材料とし，DNA複
製制御機構及び，その詳細な開始機構を統合的に理解す
ることを目的とし，種間での光による制御機構の違い，
変異株による DNA複製機構への影響を検証した。
第一章 光による DNA複製制御機構の解析
1-1. DNA複製への光の影響
まず始めに S. 7942において明暗周期による同調培養
系，複製活性の評価系を確立した。複製活性は，チミジ
ンのアナログである 5-Bromo-2-deoxyuridine（BrdU）
によって新規合成された DNAを標識することによって
評価し，これを指標として，DNA複製に対する光の影
響を検証した。培養液を暗所に置き，光照射により同調
させ経時的に DNA複製活性を測定すると，暗所では全
く見られない複製活性が，光照射により徐々に増加する
ことが分かった。このことから S. 7942において DNA
複製は光に完全に依存することが示された。さらに明所
で培養したのち暗所に移行すると直ちに複製活性が消失
したことから，複製の「開始」だけでなく「進行」まで
もが光により制御されていることを示唆している。そこ
で複製開始と複製進行それぞれの制御について光の影響
を詳細に検証した。
1-2. 光による複製開始制御機構の解析
大腸菌や枯草菌において転写，翻訳阻害剤を添加する
と複製開始が阻害されることが分かっている。シアノバ
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クテリアでも同様かどうかを検証するため，転写阻害剤
であるリファンピシン，翻訳阻害剤であるクロラムフェ
ニコールを複製開始期に添加したところ，両薬剤におい
て複製開始が阻害された。次に光との関係性を検証する
ため，光化学系電子伝達阻害剤である DCMU，DBMIB
を用いて複製開始への影響を解析した。その結果，どち
らの薬剤においても複製開始は阻害された。DCMUは
PSIIからプラストキノンへの電子伝達を，DBMIBは
プラストキノンからシトクロム b6fへの電子伝達をそれ
ぞれ阻害しており，このことから複製開始においては光
化学系電子伝達の活性化が必須であることが分かった。
次に光化学系の活性化と遺伝子発現が同じ制御経路かど
うかを確かめるため，複製開始因子のタンパク質量を調
べた。始めに DnaAのタンパク質量を調べたが，同調
前後で変化は見られなかった。そこで，DnaAと供に複
製開始複合体を形成する，DNAヘリカーゼ DnaBのタ
ンパク質量を定量した。同調培養後，明所に移行すると
同時に転写，翻訳，光化学系阻害剤をそれぞれ添加し，
DnaB の発現量を調べた。その結果，非添加のコント
ロールでは光照射により DnaBタンパク質量が増加し
たが，転写，翻訳阻害剤添加，及び DCMU，DBMIB
のいずれを添加した時もタンパク質量の増加は認められ
なかった。このことから，光化学系の活性化は複製開始
複合体である DnaBの遺伝子発現を誘導し，複製開始
を制御するという経路の存在を見出した。
1-3. 光による複製進行制御機構の解析
複製の「進行」においても光が必須であることが分
かったので，進行における各阻害剤の影響を検証した。
複製開始とは異なり，転写，翻訳阻害剤では，複製進行
は阻害されなかった。光化学系電子伝達阻害剤である
DCMUでも同様に，進行の阻害は見られなかったが，
DBMIBでは複製進行が阻害された。DBMIB同様の複
製進行阻害は，DNAジャイレースを阻害した際にも観
察された。DCMU添加時は電子伝達鎖が還元状態に保
たれるが，DBMIB添加により酸化状態になると考えら
れる。暗所でも電子伝達鎖は酸化状態であると考えられ
るため，複製の「進行」は電子伝達鎖の酸化還元バラン
スを感知し，制御されていることが示唆できる。さらに
複製の「開始」は DCMU，DBMIB の両薬剤で阻害さ
れたが，「進行」においては DBMIBでのみ阻害された
ことから，同じ電子伝達系活性化による制御にもかかわ
らず，「開始」は光化学系全体の活性化が必須であり，
進行は一部の活性化のみ必須という，別々の制御経路で
あることも明らかとなった。
1-4. シアノバクテリアにおける複製制御機構の多様性
次に他のシアノバクテリアにおいて，同様の制御が保
存されているかどうかを検証した。球菌で淡水性の S.
6803と糸状性の A. 7120を用いた。その結果，S. 7942
とは異なり，どちらも暗所での複製進行停止は認められ
なかった。S. 7942と同様に電子伝達活性により，複製
進行を制御しているのであれば，暗所でも電子伝達活性
が低下していないことが予想できた。シアノバクテリア
は暗所において呼吸による電子伝達を行っている。そこ
で暗所における呼吸活性の測定を行った結果，S. 7942
に比べ S. 6803と A. 7120は，優位に呼吸活性が高いこ
とが分かった。呼吸鎖への電子は，解糖系から伝達され
るため，次に解糖系上流のグリコーゲンの蓄積量を測定
した。その結果，S. 7942は暗所に移行し，24時間後で
もほとんど低下しないのに対し，S. 6803と A. 7120に
おいては，蓄積量が顕著に低下した。このことから，S.
6803，A. 7120は明所において貯蔵したグリコーゲンを
暗所において積極的に代謝することにより，電子伝達鎖
を還元状態に保ち，暗所でも直ちに複製活性が低下しな
いと考えられる。このようにシアノバクテリアは種によ
り，暗所での代謝機構が異なることが初めて明らかとな
り，DNA複製と代謝との密接な関係を示した。
第二章 複製開始点の同定と DnaAによる複製開始制
御機構の解析
より詳細な複製機構に迫るため，in vivoでの複製開
始点の同定を行った。BrdU により短期間標識された
DNAのみを単離した後，次世代シーケンサーを用いた
Repli-seq 法により網羅的にマッピングした。その結
果，ゲノム中の一カ所でのみピークが検出され，この領
域は大腸菌などと同じく DnaA-boxを含む領域であっ
たためこの領域を oriCと同定した。次にクロマチン免
疫沈降（ChIP）法を用いて，DnaA の DnaA-box を含
む oriC領域への結合能を調べた。その結果，明所にお
いて DnaAは oriC領域に結合する一方で，暗所ではそ
の結合能は顕著に低下していた。明暗条件下で DnaA
のタンパク質量に変化は見られなかったことより，暗所
での複製開始阻害は DnaAの量的制御ではなく，質的
制御であることが分かった。次に光化学系阻害剤添加に
よる DnaAの DNA結合能への影響を検証した。その結
果，DCMU，DBMIBを添加すると，暗所と同様に DnaA
の結合能が顕著に低下した。したがって光化学系の活性
化により，DnaAの DNA結合能を質的に制御している
ことを明らかになった。さらに酸化剤添加後直後にも
DNA結合能の低下が見られたことから，この制御は遺
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伝子発現などを介さず，細胞内の酸化還元状態による質
的制御である可能性が示唆できる。以上のことから，光
照射による光化学系活性化の下流には，dnaB等の遺伝
子発現調節だけでなく，DnaAの質的制御という，少な
くとも二つの経路により複製開始を制御していることを
見出した。
第三章 シアノバクテリアにおける dnaA遺伝子の必
須性
上述したように，S. 7942は他のバクテリアと同様
に，DnaA/oriCシステムに依存していることを示した。
しかし S. 6803において，dnaA遺伝子は破壊可能とい
う報告もあったため，必須性の検証を行った。
3-1. dnaA欠損株取得の試みと生育への影響
S. 7942において dnaA遺伝子の破壊を試みた。その
結果，当初生えてきた全てのコロニーは，複数コピーゲ
ノムの一部のみがマーカー遺伝子と置き換わったヘテロ
欠損株であった。そこで，ヘテロ欠損株を再度液体培地
で定常期まで培養し，再び薬剤プレートにおいてコロ
ニーを取得した。その結果，約三分の一は，すべてのゲ
ノムがマーカー遺伝子と置き換わった完全欠損株であっ
た。この完全欠損株を用いて生育試験を行ったところ，
細胞数の増加が野生株に比べ顕著に遅延していた。次に
BrdU免疫染色により複製活性を比較した結果，野生株
に比べ dnaA完全欠損株は顕著に複製活性が低下してい
た。
3-2. S. 7942 dnaA欠損株における複製開始点の同定
dnaA遺伝子欠損株において複製活性は低下するもの
の，活性は保持していることから，DnaA/oriC に依存
しない複製機構の存在が考えられた。そこで，dnaA欠
損株において複製開始点の同定を行った。独立したコロ
ニーから取得した，2株において検証した結果，どちら
も oriC以外の領域から複製開始シグナルが検出された。
またこの開始シグナルの位置は，2株間でも異なること
が分かった。サプレッサー変異の可能性を考え，全ゲノ
ムシーケンス解析をしたところ，SNP は認められな
かったが，一方で S. 7942が保有するプラスミド pANL
の染色体への挿入が見出された。この挿入部位は，それ
ぞれの複製開始領域と一致した。pANL の挿入形態を
パルスフィールド電気泳動を用いて検証した結果，46
kbのプラスミド全長が染色体へと挿入されていた。さ
らに dnaA欠損株は，細胞内の pANLすべてが染色体
に組み込まれており，プラスミドとしては保持していな
かった。以上のことから，dnaA完全欠損株は，染色体
へプラスミドが挿入され，プラスミドの複製開始様式を
用いて染色体を複製するという生存戦略をとることが明
らかとなった。
3-3. S. 6803，A. 7120における dnaA欠損の影響
S. 6803，A. 7120において dnaA欠損株の作出を試み
たところ，S. 7942とは異なり，dnaA完全欠損株を容
易に取得することができた。次に S. 6803において dnaA
欠損株と野生株の生育，DNA 複製活性を検証した結
果，どちらも野生株と同等であった。さらに予測されて
いる DnaA-box を含む oriC 様領域の欠損株も取得で
き，この株においても生育，DNA複製活性に変化は見
られなかった。このことから S. 6803においては，dnaA
の機能，生理的意義が失われていることを示しており，
DnaA/oriCシステムに依存しない複製開始機構の存在
を示唆している。
第四章 総 括
シアノバクテリアは光合成によってエネルギーを獲得
し増殖しているため，光合成と DNA複製も密接にリン
クしていることが容易に想像できる。しかしながら，こ
れまでに光合成と複製機構との関連を示した報告はな
かった。本研究では DNA複製が，光照射による光化学
系の活性化を介し厳密に制御されていることを初めて示
した。さらにシアノバクテリアの種間において，暗所で
の代謝様式の違いが見られ，この違いが暗所での DNA
複製制御機構が異なる要因になっていること示した。近
年，シアノバクテリアにおいて光合成能を利用したバイ
オマス生産への期待が高まっており，限られた種での代
謝機構の理解は進んでいるが，まだまだ実用化には至っ
ていない。今回の代謝と増殖との関係性，また種による
代謝系の違いは，エネルギーや物質生産に最適なシアノ
バクテリアの育種，創出のためにも重要な知見となるで
あろう。
海洋性シアノバクテリアは大腸菌などと同じく，1細
胞あたり単コピーのゲノムを有しており，GC skewか
らも DnaA/oriCシステムであることが予想できる。系
統的に海洋性シアノバクテリアに近い S. 7942野生株
は，一般的のバクテリア型 oriC領域から複製を開始す
ることが明らかとなり，DnaAが oriCに結合すること
も確認した。一方で S. 7942は，dnaA が本来の DNA
複製機構に必須ではあるが，欠損しても別の機構により
代替し，生育できる潜在能力を持つことを見出した。
現在知られているすべての葉緑体には dnaA遺伝子に
相同な遺伝子は見つかっておらず，葉緑体の DNA複製
開始因子においては，共生の痕跡が見当たらない。その
ため葉緑体における詳細な複製開始機構は不明であり，
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シアノバクテリアが共生した後に，dnaAに依存しない
葉緑体独自の複製開始機構を獲得したと考えられてい
た。しかし本研究によって，DnaAに依存するシアノバ
クテリアであっても，別の複製機構にシフトできるこ
と，またすでに DnaAに全く依存していないシアノバ
クテリア（S. 6803）が存在することを示した。この結
果は，シアノバクテリア自身が，共生する以前に複製開
始機構の変化という劇的な進化を遂げていた可能性を示
唆しており，未だに不明な葉緑体の複製機構解明への大
きな足がかりになると期待できる。
海洋性シアノバクテリアは大腸菌，枯草菌などと同様
に，一細胞あたり一つのゲノムを有する。また，複製開
始機構においても，DnaA/oriCシステムであることが
予測されている。一方，淡水性のシアノバクテリアは一
細胞あたり複数コピーゲノムを保持しており，本研究結
果から，DnaAの依存度が異なることが分かった。現存
する，真核藻類に共生しているシアノバクテリアや葉緑
体は，dnaA遺伝子を保持していない。また，DNAポ
リメラーゼに関して，通常バクテリアのゲノム複製を
担っているのは DNAポリメラーゼ III（Pol III）であ
るが，葉緑体は DNAポリメラーゼ I（Pol I）様である
ことが分かっている。Pol Iはバクテリアではプラスミ
ドの複製を担っており，シアノバクテリアの複製開始機
構が DnaA依存型からプラスミド様に変化したことを
考慮すると，複製開始機構の変化に伴い DNA ポリメ
ラーゼも変化した可能性が考えられる。一方，糖代謝に
おいても DnaAの依存性と相関性が見られた。葉緑体
は光合成により蓄積したデンプンを暗所において代謝
し，エネルギーとして利用する。同様に DnaA依存性
の低いシアノバクテリアは，暗所においてグリコーゲン
を積極的に代謝していることを見出した。このように，
葉緑体との共通項が見出され，どのようなシアノバクテ
リアが共生したのかが見えてきた。
審査報告概要
平成 26年 2月 10日（月）午後 5時 45分から，本専
攻が 11号館 2階バイオサイエンス専攻大講義室にて開
催した学位請求論文の公開本人口頭発表会で，学位請求
者 大林 龍胆 氏は，40分間の口頭発表を行い，そ
の後 20分間の質疑応答を受けた。発表会終了後，主査，
副査と専攻委員による審査会議を開催し，提出論文の内
容と本人発表ならびに質疑応答について慎重に審査し
た。その結果，学位請求者の経歴や学術業績が学位記申
請の要項を満たしており，質疑に対する応答が適切だと
判断された。また，公表論文に関与した共同研究者との
間で学位取得に関して問題が無いことを確認した。さら
に，学位記請求論文を中心として，一カ国以上の外国語
を含む最終試験に合格していること，当該学位請求論文
の内容が学位授与に相当することを全員一致で評決し
た。
よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の学
位を授与する価値があると判断した。
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